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緒 言
　動脈硬化は様々な免疫炎症細胞が関与する慢性炎症病態
である1ﾝ3)．また慢性感染が，動脈硬化に起因する虚血性心
疾患や脳血栓症のリスクファクターになることも疫学的に
明らかになっている 4ﾝ6)．特に慢性感染病原体である 
Chlamydia pneumoniae や Porphyromonas gingivalis の熱
ショックタンパク60（HSP60），あるいは cytomegalovirus 
由来の HSP60類似タンパクに対する免疫反応が，動脈硬化
進展に関与すると考えられている7ﾝ9)．HSP60は，原核生物，
真核生物を問わず全ての生物種において共通に存在する分
子シャペロンである．その一次アミノ酸配列や立体構造は，
生物種を超えて高度に保存されているため10)，しばしば自
己免疫疾患のターゲット分子となることがある11,12)．つま
り，動脈硬化形成過程においても，慢性感染病原体により
惹起され，宿主（ヒト）の HSP60に対し誤って発動された
「自己免疫反応」が関与していると考えられている13ﾝ15)．
そのため，慢性感染病原体の動脈硬化形成の関与を検討す
るには，血清中の抗 HSP60抗体価や循環血液中の HSP60
特異的Ｔ細胞の有無を測定することが重要と考えられる．
　Helicobacter pylori（H｡ pylori）は慢性胃炎，消化性潰
瘍，胃癌，MALT リンパ腫など消化器関連疾患の原因菌と
してよく知られているが16)，近年は特発性血小板減少性紫
斑病，蕁麻疹のような消化器以外の疾患への関与も指摘さ
れている17ﾝ19)．更にここ数年の臨床疫学調査により H｡ 
pylori 感染と動脈硬化の関連性も指摘されているが，未だ
賛否両論がある20ﾝ23)．H｡ pylori はヒトの幼少期に感染し24)，
胃内の粘液層に定着し続け，近傍の胃粘膜局所のみならず，
全身の炎症免疫細胞に影響を及ぼす25,26)．特に H｡ pylori 由
来の HSP60（HpﾝHSP60）は周囲の環境ストレスに応じて
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発現され27)，免疫原性タンパクとして病原性を発揮する．
我々は，H｡ pylori 感染による MALT リンパ腫の患者にお
いて，胃のリンパ組織胚中心の抗原提示細胞に抗ヒト 
HSP60抗体に認識される HpﾝHSP60抗原が提示され，これ
をエピトープとする抗 HpﾝHSP60抗体が産生されること
を明らかにした28,29)．つまり，他の慢性感染病原体が惹起
する動脈硬化促進機序と同様の「自己免疫反応」が H｡ pylori 
感染により引き起こされる可能性がある．
　そこで，本研究では H｡ pylori 感染が動脈硬化に関与す
る直接的なエビデンスを検証するための動物モデルを確立
し，さらに HSP60特異的免疫反応と動脈硬化促進との関連
を検討した．
材料と方法
１. 動物および実験プロトコール
　動物は６週齢オスの apoe＋/－ ldlr＋/－ ヘテロダブルノッ
クアウトマウスを用いた．本マウスは The Jackson 
Laboratory､ USA より購入した apoe－/－，ldlr－/－マウスを
交配することにより作製した．作出された全てのマウスの
尾部を採取しその組織から DNA を抽出し，The Jackson 
Laboratory が推奨する PCR 法により apoe＋/－，ldlr＋/－ の
遺伝子型であることを確認した．これらマウスをコントロ
ール（ｎ＝８），H｡ pylori 感染（ｎ＝８）の２群に分け，
H｡ pylori 感染群は６週齢時より７日間毎日，H｡ pylori SS１
生菌の生理食塩水懸濁液１㎖をゾンデにて直接胃内へ注入
して感染させた．全てのマウスに６週齢よりコレステロー
ルを１％含有した高脂肪食を与えた．８週齢時に抗 
Hpﾝlysate 抗体価を測定し30)，感染の成立を確認できたマ
ウスだけを以後の実験に用いた．16週齢時に全てのマウス
を屠殺し，血液，胃，脾臓，大動脈を採取した（図１Ａ）．
さらに ldlr－/－ マウスについても同様の方法で実験を行っ
た．本実験は岡山大学動物実験指針に則り，岡山大学動物
実験管理委員会の承認を得て行った．
２. 動脈硬化の定量
　胸部大動脈に対し４％ホルマリン PBS にて血管内潅流
を行った後，ゆっくりと20％ホルマリン PBS にて固定し
た．その後，（図１Ｂ）に示したように腕頭動脈分岐部，左
鎖骨下動脈分岐部，胸部下行大動脈の中央と下端の計４カ
所の横断病理組織切片を作製した．組織切片はヘマトキシ
リンエオジン染色を行い，顕微鏡下（×40）で観察後，画
像デジタイザーで採画した．Scion Image ソフトウエア
（Scion Corp｡､ Frederick､ ML､ USA）にて大動脈の内腔，
プラーク，動脈壁のそれぞれの面積を測定し狭窄率を（図
１Ｃ）の如く計算した．４切片の狭窄率の平均値を動脈硬
化の指標とした．
３. 動脈内皮細胞における HSP60の発現
　腹部大動脈は Tissue-Tek O｡C｡T｡ Compound (Sakura 
Finetechnical Co｡､ Ltd｡､ Tokyo､ Japan）に包埋後，迅速に
凍結し以後の免疫染色に用いた．クリオスタットにて薄切
組織切片を作製し風乾後できるだけ迅速にアセトン固定を
した．非特異的反応を阻止するためヒツジ血清にてブロッ
キングした後，一次抗体を反応させた．一次抗体には，抗 
HpﾝHSP60ポリクローナル IgG 抗体28) と抗マウス HSP60
モノクローナル抗体（Stressgen Biotechnologies Corp｡､ 
Victoria､ Canada）を用い，HRP 付加二次抗体および DAB 
にて免疫染色を行った．
４. 胃組織の評価
　摘出胃ホルマリン固定標本に，噴門と幽門を通る縦軸方
向で割を入れ病理組織標本を作製した．既報の如く，ヘマ
トキシリンエオジン染色にて胃炎の評価，抗 H｡ pylori ウ
レアーゼ抗体を用いた免疫染色により H｡ pylori の胃内へ
の定着の確認を行った31)．
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図１　本実験のデザインおよび動脈硬化の評価方法
Ａ；本実験のプロトコールを示した．全てのマウスに６週齢よ
り高脂肪食を与えた．コントロール群（ｎ＝８）と感染群（ｎ
＝８）に分け，感染群には H｡pylori SS1 を感染させた．８週齢
時に全ての感染群マウスの感染を確認した．16週齢時に屠殺し，
検体を解析した．Ｂ；大動脈切片作製部位を実線で示した．Ｃ；
動脈狭窄率の計算法を示した．プラークおよび動脈壁領域が全
断面積に占めるパーセンテージを狭窄率とした．
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５. 血清学的評価
　採取した血液の血清中のコレステロール値を血清酵素法
（Cayman Chemical Company､ Ann Arbor､ MI､ USA）に
より，また既報のように，抗 Hpﾝlysate 抗体価，抗 
HpﾝHSP60 IgG，IgG1，IgG2a 抗体価を ELISA 法により測
定した30)．
６. Hp-HSP60特異的細胞性免疫の評価
　既報のごとく HpﾝHSP60特異的細胞性免疫の評価を行
った32)．簡単にその方法を述べると，まず摘出脾臓より脾
臓細胞を取り出し，10％仔牛血清を含む RPMI 1640培地に
懸濁し，24ﾝwell 細胞培養プレートに播種した（１×106per 
well）．これらに HpﾝHSP60（５㎍/㎖）を添加して48時間
培養した．その後，培養上清中の IFNﾝｺ，ILﾝ12（ｐ40），
ILﾝ10を ELISA 法（Biosource International､ Inc｡､ Camarillo､ 
CA､ USA）にて測定した．また，培養細胞から RNA を抽
出し，定量的リアルタイム PCR 法により Tﾝbet，GATA3 
および G3PDH の mRNA の発現量を定量した．プライマ
ー配列を以下に示す．Tﾝbet forward primer，5’-ACCA
GAACGCAGAGATCACT-3’；T-bet reverse primer，5’-
AGGGGACACTCGTATCAACA-3’．GATA-3 forward 
primer，5’-GTCAAGGCAACCACGTCC-3’；GATA-3 
reverse primer，5’-CAGAGATCCGTGCAGCAGAG-3’．
CXCR3 forward primer，5’-TCATGGATGTGGGAGT
TTT-3’；CXCR3 reverse primer，5’-TCCACATTTGCT
CTCTGAAC-3’．DEC205 forward primer，5’-TGAAAC
CTGGAGAAAAGTC-3’；DEC205 reverse primer，
5’-TGCAAGAGGAACCAAATC-3’．G3PDH forward 
primer，5’-TGAACGGGAAGCTCACTGG-3’；G3PDH 
reverse primer，5’-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’．
PCR 反応は TaKaRa Ex Taq HS (TakaraBio Inc｡､ Otsu､ 
Japan）を用い95℃15秒，60℃20秒，72℃30秒の50サイク
ルで行った．定量された T-bet，GATA3 のコピー数を 
G3PDH のコピー数で除した値を発現量とした．
７. 統計学的解析
　統計学的解析はすべて Kaleida Graph ソフトウエア
（Synergy Software､ Reading､ PA､ USA）を用いて行った．
有意差検定は Wilcoxon-Mann-Whitney test によって行
い，P＜0.05を有意とした．
結 果
１. 遺伝子型，高脂血症，H｡ pylori 感染の確認
　すべてのマウスの遺伝子型検索において，apoe 遺伝子を
検出する PCR では155bp と245bp のバンドを，ldlr 遺伝
子を検出する PCR では167bp と350bp のバンドをそれぞ
れ認め，apoe＋/－ ldlr＋/－ マウスであることを確認した（図
２Ａ）．血清中のコレステロール値および抗 Hpﾝlysate 抗
体価を（表１）に示した．全てのマウスにおいて高度の高
脂血症がみられた．しかし，コントロール群と感染群では
それぞれの群間で有意差は認めなかった．つまり，感染に
よって血清中コレステロール値は影響を受けなかった．ま
た，抗 Hpﾝlysate 抗体価は，コントロール群に比べ感染群
において有意に上昇していた．さらに胃組織の H｡ pylori ウ
レアーゼに対する免疫組織染色では，全ての感染群のマウ
スの粘液層のみが陽性に染色され，強拡大で菌体も確認で
きた．典型的なコントロール群の胃免疫組織染色像（図２
Ｂ）と，感染群のもの（図２Ｃ）とその一部拡大像（図２
Ｄ）を示した．これらの結果から感染群における H｡ pylori 
の胃内への定着とそれに起因する免疫反応が惹起されてい
ることが確認できた．胃炎の程度は３段階で評価したが，
両群間で有意差を認めなかった（データ非提示）．
２. H｡ pylori 感染による動脈硬化の促進
　典型的なコントロール群の動脈組織像（図３Ａ），H｡ 
pylori 感染群の典型的に高度な動脈硬化を認める動脈組織
像（図３Ｂ）を示した．さらに，各群別の狭窄率を apoe＋/－ 
ldlr＋/－ マウス，ldlr－/－ マウスについて（表２）に示した．
apoe＋/－ ldlr＋/－ マウスの H｡ pylori 感染群の動脈硬化によ
る狭窄率は，コントロール群に比べ有意に上昇していた．
つまり H｡ pylori 感染による動脈硬化の促進効果を認め
た．しかし，ldlr－/－ マウスにおいては感染による動脈硬化
促進を認めなかった．そこで以後の検討結果は apoe＋/－ 
ldlr＋/－ マウスについてのみ示すこととする．
３. 動脈硬化病変部における HSP60の発現
　apoe＋/－ ldlr＋/－ マウスの感染群マウスの腹部大動脈組
織に対する免疫染色の結果，動脈硬化病変部の内皮細胞が
存在する内腔側は抗 HpﾝHSP60抗体（図３Ｃ），抗マウス 
HSP60抗体（図３Ｄ）いずれによっても陽性に染色された．
つまり，感染群の動脈硬化病巣では内皮細胞を中心に 
HSP60が発現していることが確認できた．
４. HSP60特異的細胞性免疫反応
　apoe＋/－ ldlr＋/－ マウスより採取した脾臓細胞の培養上
清中のサイトカイン濃度および脾臓細胞より抽出した 
mRNA 定量の結果を（表３）に示した．Th１リンパ球が
分泌するサイトカインである IFNﾝｺ や，Th１分化を促進
するサイトカインである ILﾝ12の濃度が，コントロール群
に比べ感染群で有意に上昇していた．これに対し，Th２リ
ンパ球が主に産生するサイトカインである ILﾝ10の濃度
は，コントロール群に比べ感染群で有意に低下していた．
以上のサイトカイン分析の結果から感染群ではリンパ球の 
Th１優位の分化が進んでいることがわかった．また，Th１
分化を促す転写因子である Tﾝbet の mRNA もコントロ
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ール群に比べ感染群で有意に上昇していた．これに対し，
Th２分化を促進する転写因子である GATA3 の mRNA も
コントロール群に比べ感染群で有意に低下していた．つま
り，転写因子の mRNA においてもサイトカインと同様に
リンパ球の Th１優位の分化を示す結果が得られた．
５. 抗 HpﾝHSP60抗体価の詳細
　抗 HpﾝHSP60抗体価の詳細を（表４）に示した．抗 
HpﾝHSP60全抗体価，抗 HpﾝHSP60 IgG１抗体価は，コン
トロール群と感染群間に有意差を認めなかった．しかし，
Th１分化に従って認められる免疫グロブリンのサブクラ
スである抗 HpﾝHSP60 IgG2a 抗体価はコントロール群に
比べ感染群で有意に上昇していた．更に，IgG2a/IgG１比
もコントロール群に比べ感染群で有意に上昇していた．つ
まり，抗 HpﾝHSP60抗体価の検討においても，HSP60特異
的 Th１優位の免疫反応が H｡ pylori 感染により惹起され
ている結果が得られた．
考 察
　これまでに H｡ pylori 感染と動脈硬化の関係についての
臨床疫学的検討は多数行われているが，H｡ pylori 感染が動
脈硬化に促進的に働くとするコンセンサスは必ずしも得ら
れていない 20 ﾝ 23)．その最大の理由の１つとして，C｡ 
pneumoniae，P｡ gingivalis，cytomegalovirus は血中に移行
し，その一部は血管組織内に存在し続けることができるた
め，動脈硬化を促進する炎症免疫反応を直接惹起すること
ができるのに対し，H｡ pylori は胃内に限局して存在するた
め，動脈硬化形成には関与できないと考えられているから
である20)．しかし，近年 H｡ pylori 感染は消化管以外の疾患
（特発性血小板減少性紫斑病，蕁麻疹など）に関与してい
ることが明らかとなっている17,18)．また我々の検討では，
特に特発性血小板減少性紫斑病患者において，H｡ pylori 除
菌治療後数週間で血小板数が回復し病態が改善することを
Ａ Ｂ Ｃ
D
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図２　マウスの遺伝子型および H｡ pylori 感染の確認
Ａ；apoe および ldlr 遺伝子解析の結果を示した．lane１は分子マーカー，lane２は apoe，lane３は ldlr の PCR 産物の電気泳動の結
果である．いずれの遺伝子においても２種類のバンドが認められ，apoe＋/－ ldlr＋/－ヘテロダブルノックアウトマウスであることが確認
された．Ｂ，Ｃ；コントロール群マウスの胃の典型的な抗 H｡ pylori ウレアーゼ免疫組織染色像(Ｂ)と感染群マウスのもの(Ｃ)とその
一部の強拡大像を示した(Ｄ)．感染群マウスのみで，胃の粘液層が陽性に染色され，H｡ pylori 菌体も確認された．
表１　Assessments of total cholesterol in serum and anti-Hp-
lysate antibody titer
Control (n＝8) Infection (n＝8)
Cholesterol (mg/dl) 2580＋/－557 2328＋/－849
Anti-Hp lysate 
antibody titer
0.041＋/－0.013 1.090＋/－0.566＊
Data are shown as the mean＋/－SD｡ Mann-Whitneyｾs Uﾝ
test：against control group
＊：P＜0.01
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表２　The comparison in stricture rates (％) between control 
and infection group
Control (n＝8) Infection (n＝8)
apo＋/－ ldlr＋/－ 28.7＋/－2.0 66.9＋/－12.0＊
ldlr－/－ 31.3＋/－4.3 33.1＋/－6.4
Data are shown as the mean＋/－SD｡ Mann-Whitneyｾs Uﾝ
test：against control group
＊：P＜0.001
500㎛ 500㎛
500㎛ 500㎛
Ａ Ｂ
Ｃ D
図３　マウス大動脈における動脈硬化像
Ａ，Ｂ；コントロール群マウスの胸部大動脈の典型的なヘマトキシリンエオジン染色像(Ａ)と感染群マウスで典型的に高度な内腔狭窄
が認められたものを(Ｂ)を示した．感染群でプラークや中膜の肥厚を認め動脈硬化の進展が観察された．Ｃ，Ｄ；感染群マウスの腹部
大動脈の典型的な抗 HSP60免疫組織染色像を示した．抗 HpﾝHSP60免疫組織染色(Ｃ)と抗マウス HSP60免疫組織染色(Ｄ)いずれに
よっても動脈硬化病巣部で内皮細胞を中心とした内腔側が陽性に染色され，動脈硬化病巣部での HSP60の発現が確認された．
表３　Cytokine profiling and quantification of mRNA for 
transcription factors
Control (n＝8) Infection (n＝8)
IFNﾝｺ (ng/ml) 0.17＋/－0.22  1.07＋/－0.58＊＊＊
ILﾝ12 (ng/ml) 0.033＋/－0.007 0.096＋/－0.034＊＊
ILﾝ10 (ng/ml) 0.069＋/－0.014 0.026＋/－0.012＊
Tﾝbet (×10ﾝ5) 1.22＋/－0.88 96.93＋/－81.51＊＊
GATAﾝ3 0.34＋/－0.28  0.10＋/－0.31＊＊
Data are shown as the mean＋/－SD｡ Mann-Whitneyｾs Uﾝ
test：against control group
＊：P＜0.05､ ＊＊：P＜0.01､ ＊＊＊：P＜0.001
表４　Humoral immunity against HpﾝHSP60
Control (n＝8) Infection (n＝8)
AntiﾝHSP60 total Ig antibody titer 0.018＋/－0.037 0.004＋/－0.012
AntiﾝHSP60 IgG1 antibody titer 0.021＋/－0.011 0.052＋/－0.046
AntiﾝHSP60 IgG2a antibody titer 0.006＋/－0.002 0.075＋/－0.040＊
AntiﾝHSP60 IgG2a/IgG1 ratio 0.33＋/－0.15 1.89＋/－0.81＊
Data are shown as the mean＋/－SD｡ Mann-Whitneyｾs Uﾝtest：against control group
＊：P＜0.001
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経験している19)．つまり，H｡ pylori 感染は，全身性の免疫
炎症反応を介し，消化管以外の病態である動脈硬化に関与
する可能性があり，その免疫反応は感染および除菌によっ
て出現および消退する可逆的な反応と考えられた．そこで，
今回 H｡ pylori 感染が動脈硬化に促進的に働くとする直接
的なエビデンスを得るための動物実験モデルを確立しよう
と試みた．
　Mach らは，ldlr－/－ マウスを用い高脂肪食を負荷した短
期の観察期間での実験モデルの場合，H｡ pylori 感染と動脈
硬化の進展には関連がないと報告している33)．今回の我々
の検討においても ldlr－/－ マウスでは H｡ pylori 感染によ
る動脈硬化促進効果を認めていない（表２）．そこで本検討
のような短期間の評価モデルを確立するには，高脂血症を
より高度に発症する apoe－/－ マウスを用いた検討を考慮
した．しかし，apoe－/－ マウスでは高脂肪食負荷のみで高
度の動脈硬化が認められることから34)，今回高脂血症が中
等度に持続する apoe＋/－ ldlr＋/－ ヘテロダブルノックアウ
トマウスを用いた．
　また，ヒトにおける H｡ pylori 感染および定着は幼少期
におこることが知られており24)，さらに血中の HSP60特異
的Ｔリンパ球は若年男性において独立した動脈硬化のリス
クファクターとされている35)．従って本検討においては H｡ 
pylori 感染をマウスの幼少期にあたる６週齢で完了させ，
若年期の８週齢で感染による全身性免疫反応が惹起される
（Hpﾝlysate 抗体価が上昇する）実験モデルとした．また，
H｡ pylori 感染に起因する消化器疾患を観察する標準的な
実験マウスモデル36)に比べると，本モデルでは H｡ pylori の
定着期間が短いため十分な胃炎を認めなかったが，H｡ 
pylori 感染に伴う全身性の HSP60特異的免疫反応は確認
できたので（表３，４），本反応と動脈硬化の関係を評価し
うる動物実験モデルと考えられた．
　動脈硬化の進展に関わる重要な因子の一つである血中コ
レステロール値はコントロール群と感染群の間に有意差を
認めなかった（表１）．従って今回の apoe＋/－ ldlr＋/－ ヘテ
ロダブルノックアウトマウスを用いた検討において H｡ 
pylori 感染群でコントロール群に比べ有意な動脈硬化の進
展を認めたことにより，我々は H｡ pylori 感染に伴う免疫
反応が動脈硬化を進展させることを初めて明らかにしたこ
とになる．さらに，本動物実験モデルが H｡ pylori 感染に
伴う HSP60特異的免疫反応により引き起こされる動脈硬
化病態解析に大変好適であることがわかった．
　HSP60を介した免疫反応が動脈硬化を促進する機序は複
雑で未解明な点が多い3,37,38)．今回の我々の検討では，感染
群において HpﾝHSP60刺激に対し Th１分化に必須のサイ
トカインである IFNﾝｺ，ILﾝ12や転写因子である Tﾝbet の
産生および発現の亢進や，Th１分化に伴い産生される抗 
HpﾝHSP60 IgG2a 抗体の抗体価上昇を認めた．一方これと
は反対に，Th２サイトカインや転写因子である ILﾝ10や 
GATA3 の発現の低下も認めた（表３，４）．つまり，H｡ 
pylori 感染によって胃内で惹起された HpﾝHSP60特異的な 
Th１優位の免疫反応（HpﾝHSP60特異的細胞性免疫反応）
が動脈硬化を促進したと考えられる．本知見は Th１優位
の免疫反応が動脈硬化の進展に深く関わるとする今までの
報告にも一致する39)．なお，今回データを示していないが，
マウス HSP60と相同性の高いヒト HSP60による刺激でも
同様の免疫反応を認めており，マウス HSP60によっても 
HSP60特異的 Th１リンパ球が活性化される可能性が示唆
された．
　これら HSP60特異的細胞性免疫反応により分化し産生
された HSP60特異的 Th１リンパ球は，血管内皮細胞との
相互反応により内皮細胞に接着し，血管中膜へ進入した後，
マクロファージの活性化を促し動脈硬化の病態の本体であ
る泡沫細胞を蓄積させるとされているが2,3)，これら全ての
段階での詳細な機序は未だ明らかではない．今回の検討で
は，動脈硬化巣の内皮細胞中に高度に HSP60の発現を認め
た（図３）．さらに，最近 Pfister らにより内皮細胞内に過
剰発現した HSP60が細胞表面にも発現していることが示
された40)．従って，内皮細胞表面に発現したマウス HSP60
を分子相同性により誤認識した HpﾝHSP60特異的 Th１リ
ンパ球が，内皮細胞と何らかの相互作用を及ぼし動脈硬化
を促進したと考えられるが，引き続き詳細な検討が必要と
思われる．
結 論
　apoe＋/－ ldlr＋/－ ヘテロダブルノックアウトマウスを用
い，H｡ pylori 感染が動脈硬化に関与する動物実験モデルを
確立した．本動物実験モデルにおいて H｡ pylori 感染に伴
う HSP60特異的細胞性免疫反応が，動脈硬化を促進する可
能性を示した．
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